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チがあげられる (Schaaperet a1. 1987， Dra1991， Echols et a1. 1991， Modrich 1991， Smith 
1992， Miller 1992， Modrich et a1.1996， Wallace 1997)。このようなミスマッチを修復す
ることは突然変異の抑制やゲノムの安定化にとって重要である (Miller 1992， 1996， 
1998， Modrich et a1. 1996， Wallace 1997， Mol1999， Eisen 1999)。現在まで、様々な生
物種で、点突然変異を抑制する機構に関する研究が行われてきた (Modrich1991， 
Modrich et aJ. 1996， Mol et a1. 1999， Eisen et a1. 1999)。点突然変異の抑制には DNAポ
リメラーゼの校正機能やミスマッチ修復系が関与していることが明らかにされてき










パクも同定されている (Modrich1991， Miller 1992， 1996， 1998， Modrich et al.1996)。
これらミスマッチ修復系の遺伝子の機能が失われると、自然突然変異頻度が上昇す
る (Miller1992， 1996， 1998， Modrich et al. 1996)。
大腸菌では、早くから簡便に点突然変異を検出するシステムが開発されてき
た。その代表的なものがMillerらが開発した CCシリーズと呼ばれるものである
(Cabrera et al. 1988， Nghiem et a1. 1988， Cupples et al. 1989)。大腸菌の F因子上の戸
ーガラクトシダーゼ遺伝子中にーカ所だけ、六つの塩基置換型変異のうち一つの変








処理によってこのトランスパージョンの頻度が上昇する (MacBride et a1. 1991， 
Akasaka et a1. 1994， Sargentini et a1. 1994， Buchko et al. 1995)。また、 mutHLSミスマッ
チ修復機構は、 GCから CGへの突然変異の中間段階で発生することが予想されるミ
スマッチのうち、 G-Gのミスマッチを効率よく修復するが、 C-Cのミスマッチは修
復効率が低いことが知られている (Krameret al. 1984， Su et al. 1988， Schaaper 
1993)。この原因は、ミスマッチを認識する MutSタンパクがほとんどC-Cのミス
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(Fritsch et al. 1989)に、大腸菌の基本的操作は同じくプロトコール集であるAShort 






基本的な操作は Girardらの方法 (Girardet al. 1997) に従った。放射線医学総
合研究所の味村正博博士より分与していただいた出芽酵母 (S.cerevisiae) ゲノムラ
イブラリーを鋳型とし、表2の9番のプローブと 10番のプローブをプライマーと
して PCRを行い、出芽酵母の Oggl遺伝子を増幅した。用いた酵素は KOD Plus 
DNAポリメラーゼ (TOYOBO)である。増幅された 1.1kbの断片を制限酵素処理後
プラスミド pKK223-3(Amersham Pharmacia Biotech) にクローニングした。このプラ




大腸菌 mutY遺伝子を含むプラスミド pLC20-5(Nishimura et aJ. 1992) を鋳型
とし、表2の 12番のプローブと 13番のプローブをプライマーとして PCRを行い、
大腸菌 mutY遺伝子を増幅した。この PCR断片を EcoRIとSaJIで制限酵素処理を行























基本的な操作は Fleckらの方法 (Flecket a1. 1994) に従った。合成 DNAをT4
ポリヌクレオチドキナーゼと [y_32p]ATPを用いて標i哉し、相補鎖とアニーリングさ











いたプラスミド (Nagashima et a1. 1997， Shinmura et a1. 1997) を、大腸菌 BL21株に導
入した株から回収した。この株の終夜培養液を 100倍希釈し、 j7C、2時間培養後、
















(Amersham Pharmacia Biotech) に通し、 bufferB(20 mM Tri-HCl， pH 8.0、150mM
NaCl) でカラムを洗浄したときにカラムに結合しない分画を回収した(分画 2)。
分画2をbufferC(20 mM Hepes， pH 7.6、150mM NaCl) で平衡化した HiTrap-
Heparinカラム (AmershamPharmacia Biotech) で分画した(分画3)。さらに、分
画 3をHiPrep16/60 Sephacryl S-200HRゲルj慮、過カラム (AmershamPharmacia 












ミューテーター株の作成には RandamTn 10 insertion mutagenesis法を用いた。
方法の詳細は AShort Course in Bacterial Genetics (Miller 1992) に従ったので、概略
のみを記す。
Aファージ入1098(Kleckner et a1. 1978) をCC103株に感染させ、 miniTn10-tetトラ
ンスポゾンを大腸菌ゲノム内にランダムに挿入した。これを lymプレート
(Kleckner et a1. 1978) にプレーティングし、 39.5
0Cで20時間ほど培養した。約4
万個のコロニーを 15μg/mlのテトラサイクリン、 40μg/mlのふBromo-4-chloro-3-
indolyl-D-galactside (X-Gal) と500μg/mlのPhenyl-s-D-galactside (P-Gal)を含むグ
ルコース最小培地にレプリカした。これらのコロニーのうち明らかにパピーレの出











SingerのP1マッピングキットの大腸菌 (Singeret al. 1989)から P1lysateを調
整し、 GC39株に形質導入した。カナマイシンやクロラムフェニコール耐性コロニー
をテトラサイクリンを含むLBプレートにレプリカし、それらのうちでテトラサイ




1 4、mu t39 : : min i T n 1ω宣伝子のサブクローニング
大腸菌 GC39株のゲノム DNAを回収し、 BamHI処理後、 pUCl18の BamHI
サイトにサブクローニングした。このプラスミドを大腸菌 JM109株に導入し、テト
ラサイクリンとアンビシリンを含むLBプレートにプレーテイングした。ここで生
えてきた菌からプラスミドを回収し、 mut39 と miniTnlO の境界部分を BcaBest™ シー




配列中に 8-オキソグアニンを lカ所で含む標識2本鎖 DNA20 fmolに様々
な量の MutYタンパクを加え、 10mlの20mM Tris-HCl (pH 7.6)、0.5mg BSA、10
10 
mMEDTA中で 370Cで反応させた。反応後、 2mlの2.5M NaClを加え、 950Cで5分
インキュベートした。その後、 95%ホルムアミド、 0.1%ブロモフェノールブ





































4 )。その結果、レーン 3の mutM以外の変異株には 2本ともバンドがあり、これ
らの遺伝子産物は今回解析しているものではないことが分かつた。また、レーン 3





GST-fusionのシステムを用いた (Nagashimaet al. 1997， Shinmura et al. 1997)。















た(図 9) 0 ?は解析できなかったものである。この配列を元に、遺伝学研究所の
大腸菌の ORFデータベースを検索したところ、大腸菌の FabAタンパクの N末端の
アミノ酸配列と一致することが分かった。
そこで、大腸菌 fabA温度感受性変異株から粗抽出液を調整し、ゲルシフト法
で確認してみた(図 9) 0 37 ocで培養したところ、図 9のレーン 2のように FabA
のバンドが消失することが分かった。
1 -4、MutM タンパクの機能ホモログでの c-cミスマッチ認i哉能の石在言志
大腸菌 MutMタンパクの機能ホモログは出芽酵母やヒトなどで発見されてい
る(van der Kemp et al. 1996， N ash et al. 1996， Sandigursky et a1. 1997， B joras et al. 1997， 
Dherin et al. 1999， Ishida et a1. 1999)。しかし、これらのタンパクと大腸菌 MutMタ
ンパクとの聞にはこれといったホモロジーは無い (vander Kemp et al. 1996， N ash et 
al.1996)。これらのタンパクに大腸菌 MutMと同じようにc-cのミスマッチを認識





















1 4 )。これらをさらに調べた結果、 3つのグループに分けることができた(表









そのため、純粋に GCから CGへの突然変異のみが多くなっていると思われる GC39
株を解析することにした。
2-2、GC39 株におけるミューテーター遺伝子のマッピング
SingerのP1マッピングキットの大腸菌 (SingeretaL 1989)から P1ファージ
のlysateを調整し、 GC39株に感染させた。得られたカナマイシンやクロラムフェニ
コール耐性コロニーをテトラサイクリンを含むLBプレートにレプリカし、それら
のうちでテトラサイクリン感受性のコロニーの割合を求めた。この方法 (Berlyn et 










列 (Hallinget a1. 1982)を利用して、挿入された部分の周囲の塩基配列を決定するこ
とにした。サブクローニングした mut39::miniTnlO遺伝子をシークエンスした結果
を遺伝学研究所の大腸菌データベースで検索した結果、大腸菌の mutY遺伝子の配
列であることが分かった (Michaelset a1. 1990a， Tsai-Wu et a1. 1991)。また、 GC39
株に mutY十をコードする遺伝子をのせたプラスミドを導入したところ、 GC から
CG への変異頻度が大きく減少した(表4)。 さらに、 mut39::miniTn 1 0 遺伝子を





子が mutY遺伝子で、あることが分かったので、プラスミド pGEX-4T-3(Amersham 






























因である (Modrich1996， Miller 1996， Miller 1998)。相同であるが同一ではない
DNA配列問での組換えもミスマッチの要因である (Flecket al. 1994， Fox et aJ. 1994， 
Worth et a1. 1994) 0 DNA中のミスマッチはミスマッチ修復の基質となる。c-cのミ
スマッチはその他のタイプのミスマッチに比べて不安定なので (Aboul-ela et al. 
1985)、ミスマッチ修復のよい基質であると考えられる。しかし、 mutHLSミスマッ














合することができることも分かつた(図 5、6)0 MutMタンパクは invitroでホル
ムアミドピリミジン (FaPy) 、8-オキソグアニン、 5ー ヒドロキシシトシン、チ
ミングリコールなど幅広い損傷塩基を認識する (Hatahetet a1. 1994， Tchou et al 1991， 
Tchou et a1. 1994， David et a1. 1998) 0 MutMタンパクはこれらの酸化的損傷塩基を除
去する DNAグリコシラーゼ活性とその後の DNAを切断する APリアーゼ活性を持
つ (Molet a1. 1999， Eisen et a1. 1999， Hatahet et a1. 1994， Tchou et a11991， Tchou et a1. 
1994， David et a1. 1998)。本研究では精製した MutMタンパクはc-cのミスマ ッチ










重結合を導入する s-hydroxydecanoyl-acyl carrier protein dehydraseであることが知ら
れている (Cronanet a1. 1988， Silbert et a1. 1967， Magnuson et a1. 1993， Saito et a1. 
1995)。しかし、 FabAタンパクのアミノ酸配列中にはDNA結合ドメインは見つかっ
ていない (Cronanet a1. 1988)。おもしろいことに、 S.pombeの脂肪酸合成酵素であ
るp190/210複合体 (FAS) はl本鎖や 2本鎖の DNAに結合して大きな DNAの凝縮
体を形成させることができる (Kaslanet a1. 1994)。さらに、 l本鎖の相補 DNAの
20 








りもかなり短い DNAを除去する (Scharet al. 1993a， b)。さらに、 S.pombeには 2
つの異なった C-Cミスマッチ結合タンパク、 Cmb1とCmb2の存在が報告されてい
る (Flecket a1. 1998)。精製した Cmb1タンパクは 22ゆ aの分子量で、ある。予想さ
れるアミノ酸配列から、このタンパクは DNA結合モチーフの一つであるHMGド
メインを持っている。 Cmb1とは異なり、 MutMとFabAはHMGドメインを持って
いない (Magnusonet a1. 1993， Boiteux et a1. 1987) 0 Cmb1タンパクは C-AやC-Tの
イ也に、 T-T、C/!1のルー プ、 o6_メチルグアニンとシトシンのミスマッチ、シスプラ
チンによる GpGの分子内クロスリンクを認識することができる (Fleck et a1. 
1998)。それとは別に、 Cmb2はC-Cのミスマッチしか認識しない (Fleck et a1. 
1998)。さらに、 C-Cのミスマッチの修復系にヌクレオチド修復系の酵素が関与し





真核生物における MutM ホモログの C-C ミスマ ッチ認識能力の確認
これまで、 S.cerevisiae (Miret et aJ. 1993)やヒト (Jiricnyet al. 1988)の粗抽
出液中には C-Cのミスマッチを特異的に認識する活性はほぼないと報告されている o
S. cerevisiae、ラット、ヒトでは、 OGG1タンノてクカぎ8-オキソグアニンーDNAグリ
コシラーゼ/APリアーゼとして同定されている(van der Kemp et al. 1996， N ash et al. 
1996， Sandigursky et al. 1997)。これらの酵素は大腸菌 MutMタンパクと同じように
8-オキソグアニンとシトシンやグアニンの塩基対から 8ー オキソグアニンを除去
する (Molet aJ. 1999， Eisen et a1. 1999， van der Kemp et a1. 1996， N ash et al. 1996， 
Sandigursky et al. 1997， Wallace 1997)。本研究で、 S. cerevisiaeとヒトのこれらの酵
素がC-Cのミスマッチを認識できることを示した(図 10、 11)。これらのタン
パクはアミノ酸配列中に大腸菌 MutMタンパクとの明確なホモロジーはない (van
der Kemp et al. 1996， Nash et al. 1996)。この事実は、これらのタンパクの C-Cのミ
スマッチの認識と結合がアーキファクトではなく、必須の機能であることを示唆し












1 4 )。これらをさらに調べた結果、 3つのグループに分けることができた(表







次に、 SingerのP1マッピングキットの大腸菌 (Singeret a1. 1989) を使って、
GC39株でトランスポゾンによって破壊されいる、ミューテーター遺伝子 mut39の
位置をマッピングした。 mut39遺伝子と同時に遺伝子が移る割合は 67.9分の遺伝子
で23%、 66.0分の遺伝子で 19%、 66.9分の遺伝子で 90%であった。このことから、
mut39遺伝子は大腸菌ゲノム上の 67分付近にあることが分かった。 67分付近には








大腸菌の 8ーオキソグアニンに対する防御機構である GO システムとの関連
23 
プリン塩基は環状部分の酸化によって様々な化学的修飾を受ける。それらの
中で、高い突然変異源性を持つ 8ー オキソグアニンは生成量が多い (Bridgeseta al. 
1996， Cheng et a1. 1992)。様々な DNAポリメラーゼが8-オキソグアニンの向かい
に高い確率でアデニンを挿入することができる (Woodet a1. 1990， Shibutani et a1. 
1991， Tchou et a1. 1993)。そのため、鋳型鎖中に8-オキソグアニンが存在すると
GC-TAの突然変異が生じうる (T句iriet a1. 1995， Moriya et a1. 1993， Cheng et a1. 1992， 
Grollman et a1. 1993)。大腸菌での研究では、 MutM、MutY、MutTの3つの修復酵素
が共同して 8ー オキソグアニンから生じる突然変異を抑制していることがわかって
いる。MutMタンパクは開環したり、開環していないが酸化したプリン塩基、 FaPy
塩基や 8ー オキソグアニンを DNAから除去するグリコシラーゼである (Demple et 
a1. 1994， Tchou et a1. 1991， Michaels et a1. 1991， Rabow et a1. 1997) 0 MutYタンノてクは
8ー オキソグアニンと対合したアデニンを除去するグリコシラーゼである (Demple
et a1. 1994， Michaels et a1. 1990a， Michaels et a1. 1990b， Michaels et al. 1992)。このミス
マッチは、鋳型鎖に8-オキソグアニンが残っているときに DNA複製が起こると
生じる。また、 G-Aミスマッチからもアデニンを効率よく除去する (Aboul-elaet a1. 
1985) 0 MutTタンパクは、 DNA複製時に取り込まれるのを防ぐため、 8-オキソ
デオキシグアノシン 3リン酸を 8-オキソデオキシグアノシン lリン酸に加水分解
する酵素である (Makiet a1. 1992) 0 mutMmutYの2重変異株では GC-TAの突然変
異頻度が上昇する (Nghiemet a1. 1988， T勾iriet a11995， Moriya et a1. 1993)。
今回の実験でmutY変異株で、 GC-CGの突然変異頻度が上昇することが示され
た (表4)。この結果から 2つのモデルを考えてみた。第lに、 8-オキソグアニ
ンのような損傷塩基がグルコース飢餓状態の細胞に生じ、 mutY欠損時に多くの GC-
CGの突然変異を発生させるというものである。定常期の細胞は増殖期の細胞より
も約3倍の8-オキソグアニンを産生している (Bridgeset a1. 1996)。すなわち、
24 
8-オキソグアニンは大腸菌の定常期の突然変異の重要な構成要素であるのかもし
れない。DNA複製時に 8-オキソグアニンの向かいに dAMPだけでなく dGMPも








対の場合よりも遅くなっている(図 17、18) 0 
mutM変異を導入した CC103株や CC103mutY株で、は Lac+の復帰突然変異の
頻度は上昇しない(表4) 0 MutMタンパクは invitroで8-オキソグアニンとグア
ニンの塩基対から 8-オキソグアニンを除去することができることが示されている






じ塩基対から MutMタンパクによる 8ー オキソグアニンの除去を抑制することは合
理的である。このような MutMタンパクの活性の制御に MutYタンパクが関係して
いる可能性を Bridgesら (Bridges et al. 1996)が示唆している。また、 Braunら





Nghiemらはパビーレを作らせる方法を用いて(図 13、 1 4)、mutY変異
によって GC-TAの自然突然変異頻度は上昇するがその他の突然変異の頻度は上昇
しないことを報告している (Nghiemeta1. 1988)。彼らの実験では、大腸菌をグル
コース最小培地で3日培養してパビーレを観察している 。本研究では大腸菌を 10 
日培養している 。このような条件下では、多少の代謝回転とゆっくりとした細胞数
の増加が観察されている (Bridgeset aJ. 1996) 0 GC-CGの突然変異が遅れて増えて








列が決定された (Slupskaet aJ. 1996) 0 hMYH遺伝子は 535アミノ酸のタンパク
をコードしている。この大きさは抗大腸菌 MutY抗体による交差反応で HeLa細胞
から得られるポリペプチドの大きさとよく一致している (McGoldricket a1. 1995)。
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図 1.大腸菌野生株の粗抽出液中に存在するミスマッチ結合活性の確認。
32pでラベルした様々なミスマッチを含む2本鎖のオリゴヌクレオチド 23.5fmolを





ーン 10， G=C、レーン 11， G/ A、レーン 12， G/G、レーン 13， G/丁、レ
ーン 14，T=A、レーン 15，丁/G、レーン 16，丁/了。ラベルした DNAとその
相補鎖の組み合わせば以下の通り。レーン 1 、 4~6 は図 2 の 1 の DNA をラベルし、
5~8 の DNA とアニールさせた。レーン 2 、 1 4 ~ 1 6は4のDNAをラベルし、 5
~8 の DNA とアニールさせた。レーン 3 、 7~9 は 2 の DNA をラベルし、 5~8 の
DNAとアニールさせた。レーン 10 ~ 1 3 は 3 の DNA をラベルし、 5~8 の DNA と
アニールさせた。
shifted band 1 一一主r
shifted band2一一主=
free probe .. ヶ






4， C/丁、レーン5，A/C、レーン 6，A/A、レーン 7，A/G、レーン8，A 
=丁、レーン 9，G=C、レーン 10， G/ A、レーン 11， G/G、レーン 12， G 




free probe T 





レーン 13"'16，C/了。また、レーン6、1 0、1 4にはC/C、レーン7、
1 1. 1 5にはC/A、レーン8、1 2、1 6にはC/Tのコンペティターがプロ
ープの50倍加えられている。反応や電気泳動の条件は図 1と同じ。
shifted band 1 .. 
shifted band2 .. 
free probe -.... 





mut了、レーン5，muty.、レーン 6，ung、レーン 7，vsにレーン8，uvrD、レーン 9，ada ogt、レーン 10， xth nfo、レ
ーン 11， alkA、レーン 12， hupA hupB、レーン 13， dps、レーン 14， mfd、レーン 15， nth nei、レーン 16， 
recA、レーン 17， mutH、レーン 18， mutS、レーン 19， recB recC sbcB、レーン20，topA、レーン21， umuC 
umuD、レーン 22，uvrA、レーン23， topB。電気泳動などの条件は図 1と同じ。
shifted band 1 -1惨'
shifted band2 ... 惨・
free probe .. 
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図5. 精製した大腸菌 MutMタンパクのミスマッチ認識の特異性の確認







丁、レーン 9，G=C、レーン 10， G/ A、レーン 11， G/G、レーン 12， G/ 
丁、レーン 13，T/C、レーン 14，T=A、レーン 15， T /G、レーン 16，丁
/了。電気泳動の条件などは図 1と閉じ。





























purified protein NH2-VDKRE ?YTKE-
***** **** E. coli FabA NH2ーお1VDKRESYTKEDLLASGRGELFGAKGPQLP-














OGG1 band .. 
MutM band・圃・-
FabA Band -1惨ー










ーン9，G=C、レーン 10， G/ A、レーン 11， G/G、レーン 12， G/丁、レ
ーン 13， T /C、レーン 14，丁=A、レーン 15，丁/G、レーン 16， T /丁。
電気泳動の条件などは図 1と同じ。
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free probe T 
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C、レーン 10， G/ A、レーン 11， G/G、レーン 12， G/丁、レーン 13， 
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えたもの、レーン 1. C/C、レーン 2，C/A、レーン 3，C=G、レーン4，C/丁、
レーン5，A/C、レーン 6，A/A、レーン 7，A/G、レーン8，A=丁、レーン 9，
G=C、レーン 10， G/ A、レーン 11， G/G、レーン 12， G/丁、レーン 13， T 
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図 13. Millerの CCシリーズの概要
これらの株は、染色体上の lacZ遺伝子が欠失しており、 F 因子上に lacZ変異
遺伝子が存在する。この遺伝子産物は、 461番目のアミノ酸が変異しており、こ
のままでは活性がないため、ラクトース最少培地上ではコロニーを形成しない
が、 CC101-CC106株でそれぞれ特定の塩基置換が生じると、 s-galactosidase 
活性を回復するので、ラクトース最少培地上でもコロニーを形成できる。塩基
置換の種類は以下の通り 。CC101: AT-CG， CC102: GC-AT， CC103 : GC-CG， 





培養したもの。 A，CC103、 B，CC103mutM，、 C，CC103mut39。
G/C GO/ A G/G GO/G G/ A 






'" 3， G/C。レーン4"'6，GO/A。レーン7'"9， G/G。レーン 10"'12，
GO/G。レーン 13'" 1 6， G/ A。また、レーン 1、4、7、1 0、1 3， MutY 
を加えずに反応させたもの。レーン2、5、8、1 1、1 4， 40 ngのMutYタ
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図 16. MutYタンパクによる 8ーオキソグアニンを含むオリゴ DNA
の切断活性の確認。
基質DN A 20 fmolを420ngの MutYタンパクと 370Cで14時間反応さ
せた。レーン 1、3、5、7、9、 1 1， MutYを加えず反応させたもの。レ
ーン2、4、6、8、 1 0、 1 2， MutYを加えて反応させたもの。安のつい
ている方のDNA鎖を標識している。
time (hr) 
24-mer __ = 
16-mer __ = 
14-mer .. -
M 。 2 3 4 6 8 
図 17. 8ーオキソグアニンとグアニンのミスマッチに対する MutY
タンパクのグリコシラーゼ反応のタイムコース。
10 
8-オキソグアニンとグアニンのミスマッチを含む2本鎖DN A 20 fmolを
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図 18. 8ーオキソグアニンとグアニンやアデニンのミスマッチに対
する MutYタンパクの比活性の測定。
20 fmolの8ーオキソグアニンとグアニン(レーン 1"'8) 8ーオキソグ
アニンとアデニン(レーン9"'16)のミスマッチを含む2本鎖DNAを
様々な量の MutYタンパクと反応させた。 MutYタンパクの量は、レーン
1、8、9、1 6， 0 ng、レーン2、1 0， 1.2 ng、レーン3、1 1 ，
2.4 ng、レーン4、1 2， 6 ng、レーン5、1 3， 30 ng、レーン6、1 































GC-CG indicater strain 
GC-TA indicater strain 
Jon， ompT 
uvrD260: :Tn5 markers of AB 1157 
ung-1， dut-1， reJA1， spoT1 
nfo-1: :kan， ~(xth-pncA) 90 marlers of AB 1157 
recB21， recC22， sbcB 15 markers of AB 1157 
mutD， rpsL 
mutM: :Tn10 
mutM: :Tn10， mutY::kan 
mutT::Cm 
mutL::kan 
mutS215: :Tn 10 
mutY: :Tn10 
nth::Cm， nei::kan markers of SY5 
hupA16(kan)， hupB(Cm) 
mfd 
~(umuDC) ::Cm ， uvrA115， Jon11 
aJkA1 
recA269: :Tn 1 0， ruv-51， rpsL31 
topA57(Am)， toJC: :Tn 1 0， rpsL 
uvrA277: :Tn 1 0 
dps::kan 
topB: :kan markers of AB 1157 
~(dcm ， vsr)， rpsL 
















13: 51. AT AT AGTCGACGTTGCAGGAAAGT A・31
14: 51. GAACTAGTGCATCCCCCGGGCTGC・31




19: 51. GCAGCCCGGGGGATCCACT AGTTC・31







Group Strain Papi 1 ati on Mutants per 108 cells 
1 
111 
Lac+ R i fr 
GC39 ++ 148 188 
GC9 ++ 125 1550 
GC24 ++ 101 1460 
GC40 + 1 5 1280 
GC41 + 28 2560 
CC103 3 1 1 
表 3. 得られた 5つの変異株のミューテーターとしての性質の解析
各変異株及び野生株のパピーレの出方、 Lac+への復帰変異の頻度、 Rifrへ






























は6~ 1 0日、 CC104株由来のものは 2日培養した。また、ベクターである
PGEX-4T-3を導入しでも Lac+への復帰変異頻度に影響はなかった。
To be revised to: Nucleic Acids Res. 
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The pathways leading to G:C→C:G transversions and their repair mech
anisms remain uncertain. 
C/C and G/G mismatches arising during DNA replication are a pote
ntial source of G:C→C:G 
transversions. The Escherichia coli mutHLS mismatch repair pathwa
y efficiently corrects G/G 
mismatches， whereas C/C mismatches are a poor substrate. E. coli must have a mo
re specific 
repair pathway to correct C/C mismatches. In this study， we performed gel-shift assays
 to identify 
C/C mismatch-binding proteins in cell extracts of E. coli. By testing 
heteroduplex DNA (34・mers)
containing C/C mismatches， two specific band shifts were generated in the gels. The band s
hifts 
were due to mismatch-specific binding of proteins present in the ext
racts. Cell extracts of a 
mutant strain defective in MutM protein did not produce a low-mobi
lity complex. Purified MutM 
protein bound efficiently to the C/C mismatch-containing heterodup
lex to produce the low-
mobility complex. The second protein， which produced a high-mobility complex w
ith the C/C 
mismatches， was purified to homogeneity， and the amino acid sequence revealed th
at this protein 
was the FabA protein of E. coli. The high-mobility complex was not 
formed in cell extracts of a 
fabA mutant. From these results it is possible that MutM and FabA proteins ar
e components of 
repair pathways for C/C mismatches in E. coli. Furthermore， we found that Saccharomy
ces 
cerevisiae OGG 1 protein， a functional homologue of E. coli MutM protein， could
 specifically 
bind to the C/C mismatches in DNA. 
2 
INTRODUCTION 
Base pair mismatches arise continually in DNA as a resul
t of several mechanisms， including 
errors during DNA replication， spontaneous oxidation of bases and reco
mbination between 
homologous but non-identical DNA sequences (1-6). The
 repair of such mismatched bases is 
essential for reducing the frequencies of spontaneous mut
ations and maintaining the integrity 
of the genome (4-10). In particular， low rates of spontaneous G:C→C:G tra
nsversions would 
be achieved not only by the correction of base mismatche
s during DNA replication but also by 
the prevention and removal of oxidative base damage in 
DNA (4，7，8，11). We previously 
found that MutY protein prevents the generation of G:C→C: G t
ransversions by removing the 
unmodified guanine from the 8-oxoguanine:guanine misp
airs in Escherichia coli (11). 
In addition， C/C and G/G mispairs generated during DNA replicati
on would be a source of 
the mutations. Bacteria and mammalian cells have evolve
d several repair mechanisms to deal 
with misll1atches (5，7-10). In E. coli， a general repair system referre
d to as the InutHLS system 
corrects most replication errors with efficiencies reflectin
g the frequency and specificity of 
mispair formation (2ふ7，8).MutS and MutL are involved in the initia
tion step of mismatch 
repair. MutS recognizes and binds to single-base mismatches in DN
A， and MutL fo口nsa 
complex with MutS and MutH. Binding of MutL to Mut
H results in activation of the MutH 
endonuclease (2人5，7，8).Mutations in the mutS， mutL or mutH gene
 significantly enhance the 
frequencies of spontaneous mutations (4ふ7，8).However， the mutator
 characteristics do not 
result in enhancing G:C→C:G transversions (4，8，11). In E. coli， the 
mutHLS mismatch-repair 
pathway efficiently corrects G/G mismatches， but not C/C mismatche
s (12-14). In addition， E.
coli MutS protein shows the lowest affinity for C/C misma
tches in vitro (15，16). These facts 
suggest that E. coli has a more specific repair pathway to 
correct C/C mismatches for 
3 
preventing G:C→C:G transversions (17). Recent
ly Fleck et al. (18，19) reported that there are 
two C/C mismatch-binding proteins in Sch
izosaccharOJnyces pombe. These proteins 
might 
constitute a C/C mismatch repair system. 
Thus， besides the MutSL-like pathway， S.pombe has 
an additional pathway of mismatch repair 
that corrects C/C mismatches (18，19). Itis of 
interest to know whether or not E. coli has
 an equivalent pathway. 
In this study， we performed geトshiftassays to ident
ify and characterize C/C mismatch-
binding proteins in order to look for an add
itional repair pathway for C/C mismatches
 in E. 
coli. The present experiments revealed tha
t there are two C/C mismatch-binding prot
eins， 
MutM and FabA， incell extracts prepared from E. coli ce
lls. The binding of these proteins to 
C/C mismatches was independent of MutS
 and MutL. Furthermore， it was a1so demonstrated 
that Sacchαromyces cereνisiae OGG 1 prot
ein， a functiona1 homo1ogue of E. coli MutM 
protein (20-22)， cou1d bind specifically to C/C mism
atches in DNA. 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains and media 
Bacterial strains used in this study were de
rivatives of E. coli K-12. The strains and t
heir 
relevant genotypes were ABl157 (wild-ty
pe)， 21336いvrD260::KaのBW313(ung-1 dut-1)， 
RPC501 (nfo・1::Tn5)，JC7623 (recB21 recC22 sbc
B15)， WD8014 (mutD5)， CC104mutM 
(mutM::Tet)， SYT5 (mutT::Cm)， CC104nlutL (mu
tL::Kan)， BMH71・18(mutS215::Tet)， 
CSHl17 (mutY: :Tet)， NJK2004 (nth二Cmnei::Kan)，
 GC4468hupAB (hupA16::Kan hupB::Cm)， 
WU3610-45 (mfd)， IC3126 (~(unluDC)::Kan)J MS23 (alμ
1)， CS101 (1・ecA269::Tet)， 
4 
fヘ
CH1692 (topA57 toIC::Tet)， N3055 (uvrA277::Tet)， MG1655 (dps::Kan)， TM4
1 (topB::Kan)， 
RP4182 (企(dcnlvsr))， C218 (企(ada25alkB)::Cm ogt-l::Kan) and GW3773 (mutH4
71::Kan). 
E. coli CC104 was ara l1(gpt-lac)5 lpsL/F' (lacI3781acZ461 proA+B+) (2
3). Bacterial cells 
were grown in LB medium (4) at 37
0C with aeration. The final concentrations of tetracycline， 
kanamycinヲchloramphenicoland ampicillin were 15， 50， 20 and 50μg!ml，
 respectively. 
Enzymes and chemicals 
Tetracycline hydrochloride， kanamycin and chloramphenicol were purcha
sed from Wako Pure 
Chemicals. Ampicillin was the product of M吋iSeika. T4 polynucleotide ki
nase was obtained 
from New England Biolabs. Glutathione-Sepharose 4B and th
rombin protease were purchased 
from Amersham Pharmacia Biotech. 1加S叩op戸仰ro叩p防yl-↓ t出h吋巾iぬO令D-g伊似alaお似cto叩pyranos
i凶d白e(IP打TG旬)，EcωoR則1，
HindIII and KOD Plus DNA polymerase were obtained from TOY
OBO. [y_32p] ATP (>259 
TBq/mmol) was the product of 1 CN Biomedicals Inc. 
Construction of recombinant S. cerevisiae OGGl gene 
The plasmid overproducing S. cerevisiae OGG 1 protein was constructed ac
cording to the 




GCCCAAGC廿 CTAATCTAππTGC廿 C-3').S. cere山 iαeg
enom凶icli伽b伽r問a
suppμli民edby Dr. M. Ajimura (National Institute of Radiological Sciences，
 Japan)， was used as 
a template for the PCR reaction to amplify the S. cerevisiae OGG 1 gene. Th
e primer YOGG 1-
For was used to engineer an EcoRI restriction site at the beginnin
g of OGGl gene. Primer 
5 
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YOGG 1-Rev was used to introduce a HindIII restriction 
site at the end of OGG 1 gene. The 
PCR was performed with a high-fidelity KOD Plus DNA
 polymerase， initiated by a 3 min 
incubation at 94
0 C， followed by 30 cycles of 94
0 C/30 sec， 500 C/30 sec and 68
0 C/90 sec， with 
a final extension of 4 min at 72
0 C. The 1.1 Kb-amplified fragment containing the whole 
coding re句gion∞oぱft批heOGG 1 gene waおsinserted i凶n凶to句pl凶a凶sm凶id山vec氏ωtoαrp斥KK幻22幻3-3引(Pharr
after dωJge郎8引tionby Eco RI and Hi的ndIII.The resulting plasmid was nam
ed pKK223-3・YOGG1.
To assure activity of protein encoded by the recombinant
 gene， E.coli CC104mutMmutY was 
transformed with the plasmid pKK223-3-YOGG 1.The plasmid coul
d suppress the frequency 
of spontaneous G:C→T:A transversions in E. coli CC104mutMmu
tY. 
Preparation of cell extracts 
Overnight cultures of E. coli were harvested by centrifugation， and t
he cell pellets (about 1 g 
wet weight) were resuspended in 3 ml of buffer A (50 m
M Tris-HCl， pH 8.0， and 1 mM 
EDTA) and stored at -80
0C. The samples were diluted 3・foldwith buffer A and the
n sonicated 
in an ice-water bath， followed by centrifugation at 8，000 rpm for 30 
min and subsequently 
12，000 rpm for 30 min at 4
0C. 
Gel shift assays 
The synthetic 34ィneroligonucleotides 5'-
AGCTTGGCTGCAGGTXGACGGATCCCCGGGAATT-
3' were 32P-labeled at the 5'-end 
with [y_32p]ATP by T4 polynucleotide kinase and then an
nealed with their complelnentary 
oligonucleotides 5'-AATTCCCGGGGATCCGTCYACC
TGCAGCCAAGCT-3'， where X and 
6 
Y represent purine (A， G) and pyrimidine (T， C) bases， res
pectively. 
Binding of proteins to the duplex oligonucleotid
es was monitored by gel shift assays 
according to the method of Fleck et al. (18) with
 a slight modification. Protein extracts were 
incubated for 30 min at 4
0C with 23.5 fmol of 32P-labeled oligonucleotides
 in 25 n1M Tris-HCl 
(pH 8.0) containing 0.5 mM dithiothreitol， 4 mM spermidi
ne， 0.5 mM EDTA， 10% glycerol， 
25 mM NaCl， 25 mM KCl， 0.01 mM ZnC12 and 0.125 mM
 each dNTP. Sonicated calf thymus 
DNA(5μg) was added to the reaction mixture. 
Electrophoresis was performed at 100 V on 
non-denaturing 12% polyacrylamide gels in TB
E buffer (89 mM Tris-borate， pH 8.0， and 2.5 
mM EDTA). The gels were dried and then autor
adiographed at -80
oC using Fuji RX film. 
Purification of GST-MutM proteins 
A plasmid expressing GST-MutM fusion protein
 was kindly supplied by Dr. J. Yokota 
(National Cancer Center Research Institute， Japan). The GS
T-mutM fusion gene contains the 
whole coding region of the E. coli l1'ωM gene (a
mino acids 1・269)(25，26). The fusion protein 
was expressed in E. coli strain BL21 with 1 mM IPTG
 and purified on a glutathione-
Sepharose 4B column. The GST-MutM fusion p
rotein was further treated with thrombin 
protease to remove the GST-tag. 
Purification of C/C Inismatch-binding protein
 
The cell extracts of E. coli mutM mutant was div
ided into 4 fractions: 0-20σ人20-40%，40・
60% and 60-80% saturation of ammonium sulfat
e， and the binding activity to mismatch-
containing oligonucleotides in each fraction was
 tested. The 40-60% ammonium sulfate 
7 
( 
saturation fraction exhibited the highest binding activity. The precipitates obtained wi
th 40・
60% ammonium sulfate saturation were dissolved in buffer A and dialyzed against th
e SaIne 
buffer (Fraction 1). Fraction 1 was loaded on a HiTrapQ anion exchange column (Arnersham 
Pharmacia Biotech， 5 ml x2)， and the column was washed with buffer B (20 mM Tris-HCl， pH 
8.0， and 150 mM NaCl). The C/C mismatch-binding activity was not retained under these 
conditions. The active fraction (Fraction I) was then applied to a HiTrap-Heparin co
lumn 
(Arnersham Pharmacia Biotech， 5 ml) equilibrated with buffer C (20 mM Hepes， pH 7.6， and 
150 mM NaCl) and eluted with a linear salt gradient (150-650 mM NaCl in buffer C).
 The 
active fraction eluted at 300・375mM NaCl was concentrated and pooled (Fraction I
I). 
Fraction II was then loaded on a gel filtration column (HiPrep 16/60 Sephacryl S-20
0HR， 
Arnersham Pharmacia Biotech， 5 ml)叩 ilib凶 edwith buffer B. The active fraction was 
concentrated and pooled (Fraction IV). 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and amino acid sequencing 
Fraction IV was analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore
sis 
(SDS-PAGE) on a 17.5% polyacrylamide gel， transferred to an Immobilon-PSQ membrane 
(Millipo臼)by electroblotting and then stained with Coomassie blue. The 20-KDa protein 
band was excised from the membrane， and the sequence of 10 amino acid from the amino 





Identification of C/C mismatch-binding proteins 
in E. coli 
To detect C/C-mismatch-binding proteins in E. co!i， we carried
 out gel shift assays. Cell-free 
extract prepared from wild-type strain ABl157 was inc
ubated with 5ゾ2P-labeled
oligonucleotides (34・mers)which contained a define
d single-base mismatch， and the reaction 
mixtures were subsequently separated on non-denatu
ring polyacrylamide gels. Binding of a 
protein to one of the 34-mers retards its migration th
rough the gel and results in a shifted band. 
The results are shown in Fig. 1. We found two dense bands p
roduced by binding to the C/C 
mismatch-containing oligonucleotides， and weak bands produc
ed by binding to the C/T and 
C/A substrates. No shifted bands were found for non
-cytosine-containing mismatches， such as 
G/T. The binding activity was not affected by the se
quence context around the mismatches 
(data not shown). The C/C mismatch-binding activit
ies disappeared upon boiling the reaction 
mixtures (data not shown). Thus， the two band shifts were due 
to mismatch-specific binding 
of proteins present in the extracts. 
We next analyzed the competition ability of al subst
rates used in this study against the 
C/C mislnatch to determine the substrate specificity 
of the mismatch-binding proteins. A 50-
fold excess of unlabeled oligonucleotide was used as
 competitor. Fig. 2 shows that， under 
these conditions， the production of both specific shifted bands was
 completely abolished by 
specific competition with unlabeled C/C mismatch-c
ontaining oligonucleotide， but unaffected 
when other oligonucleotides were used as competitor
s. These results indicated that the C/C 
mismatch is the best substrate for both binding prote
ins. 
C/C binding activities in crude extracts of various
 mutants of E. coli 
9 
To identify genes responsible for the C/C mismat
ch-binding proteins， extracts of various 
mutants of E. coli were incubated with the duplex
 oligonucleotide containing the C/C 
mismatch. Production of the low-mobility compl
ex was completely abolished in cell extracts 
of the mutM mutant (Fig. 3)， indicating that the MutM protein
 specifically binds to the C/C 
mismatch-containing oligonucleotide. On the oth
er hand， extracts from al the mutants used， 
including the mutM mutant， displayed the high-mobility ba
nd binding to the C/C mismatch-
containing oligonucleotide (Fig. 3). Thus， the two complex
es contained different proteins. 
Furthermore， the proteins in the complexes binding of two
 proteins was independent of the 
MutS and MutL proteins， because mutations of these genes
 did not affect the formation of the 
complexes. 
Binding activity of purified MutM protein to t
he C/C mismatches 
It was of interest to know whether or not MutM protein c
ould directly bind to C/C mismatches. 
We used a GST-fusion system for MutM overexp
ression (25，26). Purified GST-MutM fusion 
protein was further treated with thrombin proteas
e to remove the GST-tag. Purified MutM 
protein bound to the oligonucleotide containing C
/C mismatches with the same specificity as 
the binding activity in wild-type cell extracts (Fig
. 4). These results indicate that the MutM 
protein directly binds to the C/C mismatch. We t
herefore concluded that the low-mobility 
complex consists of the C/C mismatch-containin
g oligonucleotide and MutM protein. 
Purification and characterization of the secon
d C/C mismatch-binding protein 
Next， we purified the second C/C mismatch-binding prot
ein from cell extracts of E. coli mutM 
10 
strain by ammonium sulfate precipitation (
fraction 1)， followed by chromatography through 
HiTrapQ (fraction I)， HiTrap-Heparin (fraction II)
 and HiPrep Sephacryl-S200HR (合action
IV). Fraction IV showed homogeneity of m
olecular mass (about 20印刷Fig.5). The 
sequence of the N-telminal 10 amino acids
 of the purified protein was determined to 
be Val-
Asp-Lys-Arg-Glu-?-Tyr-Thr-Lys-Glu. This match
ed the sequence of a predicted polypeptide
 
starting at the second codon of E. coli fabA 
gene (27). This FabA protein should have 
a 
molecular weight of 18，969 as predicted from its am
ino acid sequence. This value was 
consistent with our findings using SDS-P
AGE of fraction IV. 
C/C nlismatch-binding activities in cel e
xtracts ofjabA mutant of E. coli 
Extracts of an E. coli fabA mutant were test
ed to determine whether or not they contai
ned the 
C/C mismatch-binding activities. The high
-mobility complex was not found with the 
cell 
extracts of the fabA mutant， while the low-mobility co
mplex was present (Fig. 6). These 
results indicated that FabA is a protein that
 can recognize and bind to C/C mismatche
s in 
DNA. 
C/C mislnatch-binding activities in cell e
xtracts of E. coli with the S. cerevisiae OG
Gl 
gene 
S. cere¥ノisiaeand mammalian cells contain a protein
， OGG1， which functions as an 8・
oxoguanineか-DNAg以lyc∞osylase/APlyase activity (ρ20ふ情22，ユ28-30め)but h
as no obvious structu山1口ra
similari ty tωoMu以tM(ο20，ヱ21り).Thus， the components that
 repair the 8-oxoguanine are 
functionally， ifnot structurally， conserved in bacteria，
 yeast and mammalian cells. So， it was 
1 
of interest toexamine if the S. cereν
isiae OGG 1 protein had a C/C
 mismatch-binding activity 
as well as the E. coli MutM pr
otein. The plasmid pKK223・3・YOG
G1 carrying the S. 
cerevisiae OGG 1 gene was co
nstructed and introduced into 
E. coli mutM mutant and extra
cts 
of the mutant cells were teste
d to determine whether or not 
they contained the C/C mismat
ch-
binding activities. The results 
are shown in Fig. 7. There wer
e two dense bands produced b
y 
binding to the CIC mismatch-c
ontaining oligonucleotides， and we
ak bands produced by 
binding to the C/T and C/ A su
bstrates. The substrate specifi
city of yeast OGG 1 protein wa
s 
the same as the binding activi
ty in E. coli MutM protein (Fi
g. 5). These results indicated 
that 
the S. cereνisiae OGG 1 protei
n could also bind to the CIC m
ismatches in DNA. 
DISCUSSION 
EITors during DNA replicatio
n are a potential source of mis
matches such as GIG and C/C
 
(4ふ7，8).Genetic recombination be
tween homologous but not ide
ntical DNA sequences 
would be another cause of suc
h mismatches (18，31，32). Mispairs 
in DNA are a substrate for 
mismatch repair pathways. Be
cause C/C mispairs are less st
able than other types of mispai
rs 
(33)， they would be a good substrate
 for mismatch repair. However， the m
utHLS mismatch 
repair pathway does not recog
nize C/C mismatches (4，8，11). If le
ft unrepaired， C/C 
mismatches would have muta
genic consequences and shoul
d result in G:C→C:G 
transversions. However， spontaneo
us G:C→C:G transversions are ra
re events (4，8，11). 
Therefore， another specific repair pat
hway must operate on C/C mis
matches in E. coli. The 
present experiments revealed 
the formation of two mismatch
-dependent DNA-protein 
complexes upon incubation of
 oligonucleotide heteroduplex




wild-type cells (Fig. 1). Bot
h complexes were formed p
referentially with C/C mism
atch-
containing oligonucleotides




 prevented the formation of
 C/T and C/A mismatch-pro
tein 
complexes (Fig. 2). These r
esults indicated that E. coli h
as at least two distinct prote
ins that 
specifically bind to C/C mis
matches. 
The present experiments re
vealed that E. coli MutM protei
n has the ability to specifica
lly 
bind to the C/C mismatches
. This conclusion was reac
hed based on the following 
facts: gel 
shift assays showed that the
 low-mobility complex was
 completely absent in the cel
l extracts 
prepared from E. coli mutM mut
ant (Fig. 3). Furthermore， purified
 MutM protein could bind 
directly to the C/C mismatc
hes (Fig. 4). MutM protein 




neand thymine glycols (34-
37) 
The MutM protein removes
 these products of oxidative
 base damage from DNA by
 its DNA 
glycosylase activity and inc
ises the DNA by its associa
ted AP lyase activity (6，9，10，34・37
).In
this study， purified MutM protein di
d not incise the C/C mismatc
h-containing oligonucleoti
de 
(data not shown). Therefore
， it is suggested that the MutM prot
ein can recognize and bind 
to 
C/C mismatches in DNA， and requ
ires another protein(s) to in
cise DNA for the repair of t
he 
mismatches. The MutM pro
tein might be a component
 of a multienzymic pathway
 involved in 
C/C mismatch repair. 
The present experiments， moreover
， showed that the second protein tha
t specifically binds 
to the C/C mismatch is the 
FabA protein of E. coli. The
 purified FabA protein could
 bind the 
mismatch-containing oligon
ucleotide to fonn the low-mo
bility complex (Figs. 5 an
d 6). In 
addition， cell extracts of the fabA mu
tant did not display the bin
ding activity (Fig. 6). The 
FabA protein is a componen
t of the fatty acid biosynthe
sis system in E. coli， and defined 
as s-
hydroxydecanoyl-acyl carri
er protein dehydrase， which introduc
es a double bond into a 
13 
f 
growing fatty acid chain (27，38-40). Howev
er， no DNA-binding domain is found in the
 amino 
acid sequence of the FabA protein (
27). Interestingly，ぶpombefatty acid
 synthase， p190/210 
complex， binds to sing1e-stranded and doub
1e-stranded DNA 1eading to condens
ation of large 
DNA aggregates (41). Furthennore， the pro
tein is capable of renaturing comple
mentary 
single-stranded DNA and exhibits s
trand exchange activity (41). Thus， some e
nzymes， which 
catalyze fatty acid synthesis a1so， have DNA-proc
essing activities. The mechanisms o
f the 
involvement of the MutM and FabA
 proteins in C/C mismatch repair in E
. coli cells are under 
investigation in our laboratory. 
In S. pombe， there are at least two different
 mechanisms for mismatch repair pa
thways. 
The major system recognizes a1 bas
e mismatches except C/C， probably like the mut
HLS 
system in E. coli. The minor system can
 recognize C/C mismatches and lead
s to short excision 
tracts (42，43). Furthennore， recent reports h
ave shown that S. pombe has two di
stinct C/C 
mismatch-binding proteins， termed Cmb1 a
nd Cmb2 (19). Purified Cmb1 protei
n has a 
molecular mass of 22 KDa. The ded
uced amino acid sequence contains 
a high mobility group 
(HMG) domain， a motif common to a heter
ogeneous family of DNA-binding pr
oteins. Unlike 
the Cmb1 protein， MutM and FabA do not
 have the HMG domain (39，44). The Cmb1
 protein 
recognizes C/T and C/A mismatche
s， and， inaddition， T/T mismatch， C/i1100p
， 06_ 
methylguanine:C mispair and 1，2 GpG int
rastrand crosslinks produced by cisp
latin (19). On 
the other hand， Cmb2 protein recognizes only
 the C/C mismatch (19). It is also suggeste
d that 
components of the nucleotide excisi
on repair system are involved in C/C
 mismatch repair 
systems (45). Thus， itis expected that DN
A repair systems other than the mutH
LS system 
must play a role in C/C mismatch re
pair in E. co/i cells. It is possible that Mut
M and FabA are 
components of such repair pathways
 as mismatch recognition proteins li
ke MutS. 
In S. cereνisiae， rat and human cells， OGG 1 p




DNA glycosylase/AP lyase (20・22).The
y remove 8・oxoGpaired with cytosine a
nd guanine， 
like E. coli MutM protein (6，9，10，20-22). The pr
esent experiments demonstrated that S. 
cerevisiae OGG 1 protein could specifica
lly bind to C/C mismatches like E. coli Mu
tM protein 
(Fig. 7). OGG 1 has no significant struct
ural homology to the E. coli MutM protein 
in the 
aInino acid sequences (20，21). It is sure that thes
e proteins recognize and bind to the 
mismatches as an essential function. 
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FIGURE LEGENDS 
Fig. 1. Gel shift assays for mismatch-binding pro
teins 
32P-labeled double-stranded oligonucleotide
s containing al possible single-base mismat
ches 
(23.5 fn101) were incubated with cell extract
s prepared from wild-type E. coli. After incu
bation for 
30 min at 4
0C， the reaction mixtures were separated by an elect
rophoresis on 12% non-denaturing 
polyacrylamide gels in TBE buffer at 100V.
 The gels were dried and then autoradiograp
hed using 
Fuji RX filrns at -80
oC. Lane 1， C/C; lane 2， C/A; lane 3， C=G; lane 4，
 C/T; lane 5， NC; lane 6， 
NA; lane 7， NG; lane 8， A=T; lane 9， G=C; lane 1
0， G/A; lane 11， G/G; lane 12， G/T; lane 13， 
T/C; lane 14， T=A; lane 15， T/G; lane 16， T庁.
Fig. 2. Mismatch specificity of the C/C bi
nding activities deternlined by competitio
n with 
different heteroduplexes 
Reactions were performed with radiolabele
d oligonucleotides containing the C/C misma
tch 
and a 50・foldexcess of unlabeled oligonucl
eotide as competitor. Lane C; without competitor; 
lane 
1， C/C; lane 2， T/C; lane 3， NC; lane 4， C/T; lane 5
， C/A; lane 6， C=G; lane 7， NA; lane 8， NG; 
lane 9， A=T; lane 10， G=C; lane 11， G/A; lane 12，
 G/G; lane 13， G/T; lane 14， T=A; lane 15， T/G; 
lane 16， T/T. 
Fig. 3. Cytosine-containing mismatch-bin
ding activities in cel extracts of various m
utants of 
E. coli 
Gel shift assays were performed as describ
ed in Fig. 1. Lane 1， mutD; lane 2， mutL; lane 3， 
mutM; lane 4， JnutT; lane 5， mutY; lane 6， ung; lane
 7， vsr; lane 8， uvrD; lane 9， ada and ogt; 
19 
lane 10， xth and nfo; lane 11， alι4; lane 12， hupA and hupB; lane 13
， dps; lane 14， mfd; lane 15， 
nth and nei; lane 16， recA; lane 17， mutH; lane 18， mutS; lane 19， re
cB， recC and sbcB; lane 20， 
topA; lane 21， umuC and umuD; lane 22， uvrA; lane 23， topB. 
Fig. 4. Binding of purified MutM protein to various m
ismatches 
The GST-MutM fusion protein was expressed in E. coli s
train BL21 with 1 mM IPTG and 
purified on glutathione-Sepharose 4B column. The GST-
MutM fusion protein was further treated 
with thrombin protease to remove the GST-tag. Gel shift 
assays were performed as described in 
Fig. 1. Lane 1， C/C; lane 2， C/A; lane 3， C=G; lane 4， C/T; lane 5，
 NC; lane 6， NA; lane 7， NG; 
lane 8， A=T; lane 9， G=C; lane 10， O/A; lane 11， 0/0; lane 12， O/
T; lane 13， T/C; lane 14， 
T=A; lane 15， T/G， lane 16， T!T. Lanes W and M， cell extracts prepa
red from wild-type and mutM 
mutant， respectively. 
Fig. 5. Purification of the second C/C binding protein 
Proteins were separated by 17.5% SDS-PAGE and staine
d with Coomassie Blue. Lane M; 
molecular weight markers (55.6， 39.2， 26.6，20.1 and 14.3 KDa)， lan
e 1; 40-60% ammonium 
sulfate saturation fraction; lane 2， active fraction after HiTrapQ anion ex
change column 
chromatography; lane 3， active fraction after HiTrap-Heparin column chroma
tography; lane 4， 
active fraction after gel filtration column chromatography
. 
Fig. 6. The C/C binding activity in cel extracts ofjab
A and lnutM mutants 
Cell extracts of E. coli wild-type (lane 1) ，fabA (1ane 2) and mutM (lane 
3) were incubated 
with the C/C mismatch-containing heteroduplex. Gel shif
t assays were performed as described in 
20 
Fig.4. 
Fig. 7. The C/C binding activity in cel extracts of E. coli mutM with pKK223ふYOGGl
carrying S. cerevisiαe OGGl gene 
32P-labeled double-stranded oligonucleotides containing al possible single-base mismatches 
(23.5 fmol) were incubated with cel extract prepared from E. coli mutM mutant with pK_l(_223ふ
YOGG 1 carrying S. cerevisiae OGG 1 gene. Gel shift assays were performed as described in Fig. 
1. Lane 1， extracts from E. coli wild-type; lanes 2-17， extracts from E. coli mutM mutant with 
pKK223-3・YOGGl.Lanes 1 and 2， C/C; lane 3， C/A; lane 4， C=G; lane 5， C/T; lane 6， NC; lane 
7， NA; lane 8， NG; lane 9， A=T; lane 10， G=C; lane 11， G/A; lane 12， G/G; lane 13， G/T; lane 
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